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12才女子の大腿骨々肉腫の生検材料を Balb/ C ヌードマウスに移植し，以後 6 年間継代・維持して
いる骨肉腫を実験材料とした。 ALP活性の検定は，室温 (220C) にて 4mM P -nitrophenyl phosp 
hate を含む基質液0.5mlにO.Olmlの(稀釈) sampleを加えて410nm の吸光を測定することにより， 1 分
間に遊離される P -nitrophenol量 (μmole) をもって表わした。以下の精製の全過程は 4 0C にて行っ
た。①n- ブタノール抽出，②硫安分画 (33%---71%v / v)，③ハイドロキシアパタイト (Bio Golｭ
HT) クロマトグラフィー;段階的濃度勾配 (O.OlM ， 0.5M リン塩酸)による溶出，④イオン交換 (D
E A E Sepharose C L -6 B) クロマトグラフィー:直線的濃的勾配 (OM---O.4M塩化ナトリウム)
による溶出，⑤ゲル漉化 (Sephacryl S -400)，⑥再ゲル漉化 (Sephacryl S -400)，⑥から得られた
活性分画はそのピークが280nm における吸光のピークと一致し，これを最終精製分画とした。比活性は
-238-
starting material に対し約900倍に精製され， 1520U/rngの値を示した。この値は，報告されているヒ
ト他組織由来(肝臓・腎臓・小腸・胎盤)の精製ALP と同程度であった。最終精製分画は，ディスク
電気泳動上単一のバンドを呈し， ALP活性染色で陽性であった。サブユニットの分子量は SDS ポリ
アクリルアミド電気泳動上，約 8 万であった。
2. 精製ALPの組織特異性の検索
ヒト骨型ALPのスタンダードとしてPaget病疾患血清(1620 1 U / 1z ) を，またヒト肝型ALP の
スタンダードとして胆管炎患者血清 (1420 1 U / 1z ) を用いた。
①熱耐性
精製ALP ，骨型および肝型ALP スタンダードを560Cで30分間加温し， 5 分間隔でALP活性を測
定した。その結果精製ALP は骨型ALP スタンダードと同様の熱耐性曲線を示し，肝型ALP スタン







精製ALP に対する L- フェニルアラニン (5 mM) , L ホモアルギ、ニン( 5mM) の影響を検索




マトグラフィー，ゲ、ル漉イヒ (Sephacryl S -400) を用いてヒト骨肉腫より，骨型ALP を高度精製し
た。
論文の審査結果の要旨
本研究はヒト由来の骨性アルカリホスファターゼの精製法の確立を行い，さらにその臨床的応用を目
的としたものである。従来骨性アルカリホスファターゼの高度精製は報告されておらずその意味で意義
深い。さらに近年開発されたモノクローナル抗体作製技術を応用することによりヒト骨型アルカリホス
ファターゼを特異的に認識しうる抗体を作製できる可能性があり，これを用いて将来血清中または組織
内での同酵素の検定が可能となれば，特に骨疾患の早期診断や鑑別診断として有力な方法となることが
期待できる。従って本研究は博士論文に価するものである。
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